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RESUMO

Analise histopatologica em ratos expostos cronicamente por via inalatéria ao
herbicida Acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D)

Um dos meios mais utilizados para a aplicagdo dos defensivos agricolas € a
pulverizagdo aérea, apesar dos riscos ja conhecidos que essa técnica pode trazer,
sobretudo devido a existéncia da deriva técnica. Os defensivos agricolas podem
causar intoxicacdes agudas, subagudas e crénicas. O herbicida Acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), € um dos primeiros herbicidas formulados e um dos
mais utilizados até hoje, no controle de varias plantas infestantes, em planta¢des de
cereais, cana-de-agucar, controle florestal e pomares. O objetivo do estudo foi
avaliar histopatologicamente o epitélio nasal e o perfil hematolégico de ratos
submetidos a pulverizacdo crénica do herbicida 2,4-D. Foram utilizados 40 ratos
Wistar adultos machos, divididos em 4 grupos, sendo eles: Grupo Controle (GC),
Grupo Baixa Concentragao (GBC), Grupo Média Concentragdo (GMC) e Grupo Alta
concentragao (GAC). A exposi¢cao dos animais foi realizada de segunda a sexta, por
meio de 2 caixas acopladas a nebulizadores, sendo uma caixa destinada ao grupo
controle e a outra aos grupos expostos ao 2,4-D, os quais eram responsaveis por
pulverizar as diferentes concentragdes do herbicida por um tempo de 15 minutos
diarios, durante 6 meses consecutivos. Apds o periodo de exposicdo, foi feita a
coleta de amostra de sangue para confecgdo do hemograma e coleta e analise do
epitélio nasal por meio da quantificacdo dos mastdcitos e infiltrado inflamatério. Foi
observado que houve diferenca estatisticamente significativa apenas no parametro
hematolégico Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) do GBC
quando comparado ao GC, porém o GBC estava com valores de CHCM dentro dos
valores de referéncia e o GC estava elevado. Em relagdo aos outros paradmetros
hematolégicos, a quantificagdo dos mastécitos e do infiltrado inflamatério, ndo houve
diferenga estatisticamente significativa de nenhum grupo exposto ao herbicida 2,4-D
comparados ao GC. Sendo assim, o herbicida 2,4-D ndo demonstrou toxicidade aos
parametros hematologicos e epitélio nasal de ratos Wistar apos exposi¢cao crénica
inalatéria no periodo de 6 meses, comparados ao grupo controle, em concordancia
com a classificagdo toxicolégica do herbicida publicada Agencia de Protegéo
Ambiental dos Estados Unidos (EPA). Cabe ressaltar que os efeitos toxicos
precisam ser avaliados com pesquisas em periodos de tempo maiores ao realizado
pelo presente trabalho.

Palavras-chave: Toxicidade. Contagem de Células Sanguineas. Mucosa Nasal.
Ratos.



ABSTRACT

Histopathological analysis in rats chronically exposed by inhalation to the
herbicide 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D)

One of the most used means for the application of pesticides is aerial spraying,
despite the already known risks that this technique can bring, mainly due to the
existence of technical drift. Agricultural pesticides can cause acute, subacute and
chronic intoxications. The herbicide 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) is one of
the first herbicides formulated and one of the most used to date, in the control of
several weed plants, in cereal plantations, sugarcane plantations, forest control and
orchards. The objective of the study was to evaluate nasopharyngeal epithelium and
the hematological profile of rats submitted to chronic spraying of 2,4-D herbicide.
Fourty male Wistar rats were divided into four groups: Control Group (GC), Low
Concentration Group (GBC), Medium Concentration Group (GMC) and High
Concentration Group (GAC). The animals were exposed from Monday to Friday,
through 2 boxes attached to nebulizers, one box for the control group and the other
for groups exposed to 2,4-D, which were responsible for spraying the different
concentrations of herbicide for a period of 15 minutes daily for 6 consecutive months.
After the exposure period, the blood sample was collected for the hemogram and the
nasal epithelium was collected and analyzed by quantification of the mast cells and
inflammatory infiltrate. It was observed that there was a statistically significant
difference only in the haematological parameter Average Corpuscular Hemoglobin
Concentration (CHCM) of the GBC when compared to the GC, but the GBC was with
CHCM values within the reference values and the GC was high. Regarding the other
hematological parameters, quantification of the mast cells and the inflammatory
infiltrate, there was no statistically significant difference of any group exposed to the
2,4-D herbicide compared to the CG. Therefore, 2,4-D herbicide did not demonstrate
toxicity to the haematological parameters and nasal epithelium of Wistar rats after
chronic inhalation exposure in the 6-month period, compared to the control group, in
agreement with the toxicological classification of the herbicide published Agency of
Environmental Protection of the United States (EPA). It should be noted that the toxic
effects need to be evaluated with research in longer periods of time than the present
study.

Key words: Toxicity. Blood Cell Count. Nasal Mucosa. Rats



ANVISA
CHCM
GACI
GBCI
GClI
GMCI
HCM
IBAMA

IBGE
PLS
TON/IA
VCM

LISTA DE SIGLAS

- Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

- Concentragao de Hemoglobina Corpuscular Média

- Grupo Alta Concentragao Inalatério

- Grupo Baixa Concentracdo Inalatorio

- Grupo Controle Inalatério

- Grupo Média Concentragao Inalatério

- Hemoglobina Corpuscular Média

- Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis

- Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

- Projeto de Lei do Senado

- Tonelada por Ingrediente Ativo

- Volume Corpuscular Médio



SUMARIO

Manuscrito: “A exposicao cronica inalatéria ao herbicida acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) nao demonstra toxicidade aos parametros

hematologicos e epitélio nasal de ratos™...........cccmereemccciiiiiiirsreee s

=T =] =1 3 o - T
1 (0 1
ANEXO A - PARECER FINAL ... sssssns s s s s s ssmnnn s s s s s s s ssnns
ANEXO B - NORMAS PARA PUBLICAGAO DA REVISTA .......coeceverrerererneeesennens



12

Manuscrito: Analise histopatologica em ratos expostos cronicamente por via inalatoria

ao herbicida Acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D)

Periodico selecionado para provavel submissao:

Environmental Health Perspectives

O escopo da revista Environmental Health Perspectives inclui todas as
disciplinas estabelecidas e emergentes que examinam a relagdo entre o meio ambiente e a
satde humana. S3o publicados artigos originais das areas de toxicologia experimental,
epidemiologia, ciéncia da exposicdo e avaliagdo de risco. O fator de impacto atual ¢ de 8.44 ¢
Qualis Capes na area de Medicina II ¢ A1l.

Link de acesso: (https://ehp.niehs.nih.gov/about-ehp).
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Resumo

Introducio: O Brasil ¢ um dos maiores consumidores de defensivos agricolas do mundo,
ultrapassando a marca de vendas do mercado global, cenario que perdura por mais de 10 anos.
Dentre os agrotoxicos utilizados no Brasil, o herbicida Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
foi um dos primeiros herbicidas formulados e registrados no Brasil € um dos mais utilizados
até hoje, no controle de varias plantas infestantes, em plantagdes de cereais, cana-de-agucar,
controle florestal e pomares. Essa expansdao do consumo do 2,4-D traz preocupagdes em
relagdo ao meio ambiente e principalmente a saide humana, pois a exposi¢do a esse agente
quimico poderd gerar efeitos nocivos ao sistema respiratorio, hematologico, neurologicos,
renais, entre outros. Objetivos: avaliar histopatologicamente o epitélio nasal e o perfil
hematologico de ratos submetidos a pulverizagdo cronica por via inalatoria do herbicida 2,4-
D. Métodos: Foram utilizados 40 ratos Wistar adultos machos, divididos em 4 grupos, sendo
eles: Grupo Controle (GC), Grupo Baixa Concentra¢do (GBC), Grupo Média Concentragao
(GMC) e Grupo Alta concentragao (GAC). O Protocolo de exposigao foi realizado através de
2 caixas ligadas a 2 dois nebulizadores ultrassonicos, que realizaram a pulverizagao diaria do
herbicida por 15 minutos, durante 6 meses. Apds o periodo de exposi¢do, foi feita a coleta de
amostra de sangue para confec¢do do hemograma e coleta e analise do epitélio nasal para
quantificagdo dos mastocitos e infiltrado inflamatorio. Resultados: Houve diferenca
estatisticamente significativa em relacdo aos valores de Concentracdo de Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM) do GBC quando comparado ao GC, porém o GC estava com
valores elevados e o GBC estava com valores dentro dos padrdes de normalidade. Em relagao
aos outros parametros hematologicos avaliados, os mastocitos e o infiltrado inflamatério nao
foram observados diferenca estatisticamente significativa dos grupos expostos ao herbicida
2,4-D quando comparados ao GC. Discussao: Os resultados encontrados referentes aos
valores de CHCM ndo foram esclarecedores, pois o CHCM ndo apresentou diferenga
estatisticamente significativa dos grupos em relacdo ao GC, o que ndo deixou claro se houve
influéncia da exposicao ao herbicida no resultado desse componente. O mesmo ocorreu com
os valores de VCM, que foi reduzida em todos os animais do presente estudo, sem diferenca
estatistica dos grupos comparados ao GC. Devido a mucosa nasal ser a porta de entrada do
sistema respiratorio € esperado que apoOs a exposi¢ao inalatdria a substancias como o herbicida
2,4-D sejam manifestados sintomas de inflamacao e/ou alérgicos no epitélio nasal, entretanto
ndo foi o que ocorreu. Sendo assim, o herbicida 2,4-D ndo demonstrou toxicidade aos
parametros hematologicos e epitélio nasal de ratos Wistar apds exposi¢ao cronica inalatéria
no periodo de 6 meses quando comparados ao grupo controle, em consonancia com a
classificagdo toxicoldgica da Agéncia de Prote¢gdo Ambiental dos Estados Unidos da América
(EPA).

Palavras-chave: Toxicidade. Contagem de Células Sanguineas. Mucosa Nasal. Ratos
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Introducio

O Brasil estd entre os paises que sdo considerados os maiores produtores
agropecuarios, além de ser o segundo que mais exporta agroquimico, no qual apresenta
fundamental importancia na economia local (Pignati et al. 2017). Além disso, o pais se tornou
campedo em vendas de defensivos agricolas no ranking mundial desde o ano de 2008, quando
movimentou cerca de R$ 7 bilhdes no mercado de agrotoxicos, o qual ultrapassou mais que o
dobro do crescimento do mercado global expandindo seu mercado em 190% (Londres 2011).

Dentre os diversos defensivos agricolas comercializados e disseminados no
Brasil, esta o herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), o qual vem sendo utilizado no
controle de véarias plantas que interferem negativamente na agricultura, em plantagdes de
cereais, cana-de-agucar, controle florestal e pomares. O 2,4-D pertence a classe dos acidos
fenoxiacéticos, foi o primeiro a ser introduzido no Brasil, ¢ o mais utilizado no mundo, e
continua sendo um dos defensivos agricolas mais estudados, tanto em animais quanto em
humanos, principalmente pelo fato de que os mecanismos exatos relacionados aos efeitos
toxicos do 2,4-D nao estao esclarecidos (Dakhakhni et al. 2016).

A Agéncia de Prote¢do Ambiental dos Estados Unidos da América (EPA)
(2005) classifica o 2,4-D como categoria de toxicidade III ou IV por exposicao via oral,
dérmica e inalatoria. Além disso, revelam que o herbicida ndo ¢ um irritante da pele
(Categoria de Toxicidade III ou IV) e embora as formas de éster de 2,4-D ndo sejam irritantes
para os olhos (Categoria de toxicidade III ou IV), as formas 4cidas e salinas sdo consideradas
irritantes oculares graves (Categoria de toxicidade I).

Estudiosos evidenciaram que o 2,4-D ¢ soluvel em agua e distribui-se
amplamente por todo o corpo sem acumulagdo preferencial em qualquer 6rgado especifico. Da
mesma forma, ndo ha evidéncias de que o 2,4-D em qualquer de suas formas ative ou
transforme o sistema imunoldgico mesmo ap6s exposicao prolongada a altas doses (Almosny
e Monteiro 2007).

Estudos anteriores ja demonstraram que a exposi¢ao oral ao 2,4 pode causar
alteragcdes no perfil hematoldgico e no sistema respiratorio, tanto em animais quanto em
humanos, por meio da presenca de rinite e alteragcdes dos niveis de hemoglobina no sangue
(Slager et al. 2009. Slager et al. 2010. Wafa et al. 2017).

Portanto, pesquisas sobre quais sdo os efeitos da exposicao cronica ao 2,4-D
nas células sanguineas e no sistema respiratdrio sdo de grande relevancia devido a utilidade

dos dados na compreensao dos efeitos do herbicida no organismo humano, principalmente
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para trazer evidéncias de como a exposi¢do inalatdria ao herbicida pode afetar o sistema

respiratdrio superior, ja que a maioria dos estudos investigam o trato respiratorio inferior.
Sendo assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar histopatologicamente os

parametros hematologicos € o epitélio nasal de ratos submetidos a exposicdo cronica

inalatoria ao herbicida 2,4-D.

Métodos

Aspectos da natureza ética

O estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE) sob o n° 4099 e foi realizado de
acordo com o Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio do Instituto Nacional de

Saude (USA).

Animais e ambiente de experimentagdo
Para a realizagdo do experimento, foram utilizados 40 ratos Wistar adultos
machos (400g), alocados em gaiolas plasticas individuais, medindo 30x16x19 centimetros, a
temperatura média de 22 + 2°C, com ciclos de 12 horas de luminosidade, sendo das 07:00 as
19:00 horas (periodo claro) e 19:00 as 07:00 horas (periodo escuro). Os animais receberam
dieta padrdo para animais de laboratério (Supralab®, Alisul, Brasil) e dgua ad libitum.
Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos, sendo 10 animais

em cada grupo, de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1. Divisdo dos grupos e os valores das concentra¢des do 2,4-D.

Grupo Experimental Sigla Concentragao de Exposicao
ao 2,4-D*

Controle GC 0 (10 ml de agua destilada)
Baixa Concentracao GBC 3,71x 107
Média Concentrago GMC 6,17 x 107
Alta Concentragio GAC 9,28 x 107

*Em grama de ingrediente ativo/hectare (g.i.a/ha), considerando experimento ambientalmente

relevante segundo forma de aplica¢dao do produto.
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Todas as concentra¢des do 2,4-D foram diluidas em 10 ml de dgua destilada. O
tempo de exposi¢ao ao herbicida foi de 15 minutos diarios para cada grupo, nebulizados em 5
dias consecutivos da semana (segunda a sexta) a fim de simular a exposig¢ao ocupacional.

As concentracdes utilizadas foram baseadas na recomendacdo do fabricante
para uso agricola, especificado na bula, do 2,4-D ® (Formula¢do comercial, 67,0% m/v,
Nortox, Parana, Brasil) de acordo com as medidas das caixas em que os animais permaneciam
durante a exposi¢do, mimetizando o volume do ambiente, sendo feitos ajustes para a caixa
baseado na exposicao ambiental.

O protocolo de experimentacdo contou com duas caixas (32x 24x 32 cm) cada
uma ligada a um nebulizador ultrassonico da marca Pulmosonic Star®. Uma caixa foi
destinada aos animais do GC e a outra caixa aos animais do GBC, GMC e GAC. Os 10
animais de cada grupo eram nebulizados juntos, na ordem da menor concentracdo para a
maior.

Todos os animais foram expostos durante 6 meses e apos este periodo foram
eutanasiados. A anestesia e eutanasia foram realizadas com Tiopental sodico (Syntec, EUA),
nas doses de 100 mg/Kg de peso, administrado na cavidade peritoneal. Os indicativos de
morte foram a auséncia de movimentos respiratorios, batimentos cardiacos e perda dos
reflexos.

Foi coletado 2 ml de sangue de cada animal, por meio de puncado intracardiaca,
para a confeccdo do hemograma. O analisador hematolégico modelo POCH-100iV DIFF
(Sysmex do Brasil Industria e Comércio LTDA®, Curitiba/PR-Brasil) foi utilizado para
analisar as plaquetas, as séries vermelha e branca.

Apods a eutanasia dos animais, o focinho de cada rato foi retirado para a
realizacdo da andlise histologica. Os focinhos foram fixados em formaldeido a 10% e em
seguida emblocados em parafina. Os blocos foram cortados em microtomo eletronico na
espessura de Sum e corados por Hematoxilina-Eosina (HE) para a quantificagdo dos
leucocitos totais, onde as células coram-se de roxo e o citoplasma em rosa. Para a
quantificagdo dos mastocitos, foi utilizada a coloragdo de Azul de toluidina, corando as
células na cor azul.

Apos a confecgdo das laminas, foram capturadas imagens em microscopio com
camera acoplada (Leica ICC50 HD) para analisa-las morfometricamente. Foi utilizado o
software Image-Pro Plus® (Versao 7.0, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) para
quantificar os mastocitos e o infiltrado inflamatorio que estavam na lamina propria, em toda

extensdo do corte.
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As laminas contendo os cortes histologicos foram cegadas para que os

examinadores ndo soubessem o grupo analisado e, desta forma, emitissem falsos resultados.

Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de distribui¢do normal por meio do teste
de Shapiro-Wilk disponivel no programa R (versdo 3.2.3). Como os dados ndo apresentaram
uma distribui¢do normal, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn,
para analise da diferenca entre os grupos. Foram considerados significativos os valores que

apresentaram p<0,05.

Resultados

Nao houve morte de nenhum animal durante o periodo experimental de
exposicao cronica inalatdria ao herbicida 2,4-D até a data da eutandsia, demonstrando que as
concentragdes utilizadas durante o tempo de exposi¢do ao herbicida ndo tiverem efeito letal.

Entre todos os aspectos avaliados, tanto para os parametros hematoldgicos,
quanto para a quantificacdo dos mastocitos e infiltrado inflamatorio, a Unica diferenca
estatisticamente significativa encontrada em comparagao ao GC foi em relagdo aos valores de
Concentragao de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) do GBC, entretanto o GC estava
com valores de CHCM acima dos valores de referéncia e o GBC estava com valores dentro
dos padrdes de normalidade (Tabela 2), o que ndo deixou claro se houve influéncia da
exposicao ao herbicida no resultado desse parametro.

A microcitose, caracterizada pela reducao dos valores de VCM, foi encontrada
em todos os animais do presente estudo, sendo mais acentuada no GAC quando comparada ao
GMC, porém nao houve diferenca dos grupos ao compara-los com o GC, demonstrando que a

exposicao cronica inalatdria ao 2,4-D nao foi a responsavel pela microcitose existente.
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Tabela 2 Parametros hematoldgicos, quantificacdo dos mastocitos e infiltrado inflamatorio

comparados entre os grupos de estudo.

Parametros Valores de Valor
GC GBC GMC GAC
Hematologicos  referéncias dep
Eritrocitos 6,5-7.9 93 10,1 0 10 0,1431
(X10%/mm?) (9,2-9,7) (9,8-10,3) (9,4-9,9) (10-10,1)
. 17,5 17,8 18,1 18,2
Hemoglobina 14,2 - 15,9 0,297
(g/dl) (17-17,8) (17,6-18) (16,8-18,1) (17,8-18,5)
440 50,9 54,4 53,7 52,8 02244
N _ ,
Hematécrito (%) (50,6-52,1)  (52,8-55,1)  (50,1-552) (52-53,6)
105219 18,4 17,6 18,2 18,3 0.0622
HCM (pg) T 1834187)  (17.6-178)  (18-184)  (182-184)
SLs- 336 34,0 32,7 33,0 343" 0.0003*
0 ) T s s
CHCM (%) (33,6-34,4) (32,7-33,2) (33,0-33,3) (34,2-34,3)
602 69 53,9% 53,7% 54,7 53,1° 00117+
VEM (f) ’ ’ (53,7-54,5) (53,6-54) (54,4-55,2) (52,9-53,6) ’
Proteina 6171 8,2 8 7,7 0.297
plasmatica total ) > (7.8-8.4) (8-8) (7.6-7.8) (7.8-8) >
(g/dl)
e 200 400 200 200
Fibrinogénio 100-300 0,0708
(mg/dl) (200-200) (200-400) (200-200) (200-400)
1189 1283,5(1185-  1313,5(1295-  1111,5 (939-
Plaquetas 837-1455 0,394
(x103/mm?) (1131-1385) 1312) 1347) 1237)
Leucocitos 31.97 3,5 3,9 5,4 49 02063
Totais- valores L= >
absolutos (mmS) (351_459) (359'493) (479'575) (457_554)
. 1495,5 (1053 1537,5 (1419-  2286,5 (2058- 1550
Neutrofilos 93-3104 0,6216
(mm?) 1764) 2088) 2365) (1485-1728)
Eosinoéfilos - 75 83,5 93 122,5
valores 0- 194 64-102 80-102 93-196 84-162 0.6216
absolutos (mm?) (64-102) (80-102) (93-196) (84-162)
Linfécitos - 2032 1792,5 (1482-  2832,5(2352-  3012,5 (2914-
valores 1953-9021 0,121
absolutos (mim) (1911-2550) 2448) 3339) 3078)
Mondei 165,5 197.5 198,5 250,5
ondcitos 0-776 0,1418
(mm?) (98-184) (195-258) (175-294) (235-294)
0,000050271%®  0,000041577*  0,000047709*  0,000062081%
;s , _ *
Mastocitos/area (0,000026540-  (0,000031267-  (0,000046686- (0,000062426- 010
0,000060309)  0,000043931)  0,000068626)  0,000061736)
0,000519578  0,000544370  0,000646978  0,000569992
Infiltrado _ 0,4523
inflamatorio/rea (0,000460610-  (0,00057865-  (0,000375495- (0,000557731-
0,000584180)  0,00059895)  0,000718188)  0,000584180)

Nota: HCM, hemoglobina corpuscular média. CHCM, concentragdo de hemoglobina corpuscular média.
Letras diferentes representam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos.
Resultados apresentados em mediana (Intervalo Interquartil)
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Valor de p obtido pelo Teste de Kruskal Wallis e pos-teste de Dunn para comparagdo de todos os grupos. Nivel
de significancia de p<0,05.

Figura 1. Cortes histoldgicos do epitélio nasal dos ratos expostos a agua destilada e ao
herbicida 2,4-D.

Legenda: Cortes histologicos do epitélio nasal dos ratos. Em A, B, C ¢ D: epitélio nasal
com coloragdo azul de toluidina para quantificacdo dos mastocitos (10x) do GC, GBC,
GMC e GAC, respectivamente. Em E, F, G e H: epitélio nasal com coloragdo
hematoxilina eosina para quantificagdo do infiltrado inflamatoério (10x) do GC, GBC,
GMC e GAC, respectivamente.

Discussao
O aumento do CHCM pode ser causado por diversos fatores como: amostras

hemolisadas ou lipémicas, aglutinacao de eritrocitos, esferocitose hereditaria e osmolalidade
anormal (sodio baixo) (Rosenfeld 2012). Outros autores observaram que apos a exposicao a
pesticidas organofosforados houve diminui¢do dos valores de CHCM e ndo aumento, como
observado no GAC e GC na presente pesquisa (Fareed et al. 2013).

Resultados semelhantes ao presente trabalho foram encontrados em um estudo
que avaliou a exposicao cronica oral ao 2,4-D em caes. A exposicao foi realizada durante 52
semanas, para 4 grupos, sendo eles expostos as seguintes doses de 2,4-D misturadas na dieta
diaria dos animais: 0, 1, 5 e 7.5 mg/kg/dia. Os pesquisadores observaram que nenhum grupo
apresentou alteragdes significativas em relacdo aos parametros hematologicos estudados
(leucocitos totais, eritrocitos, hematocrito, hemoglobina, plaquetas, CHCM, VCM e HCM)
(Charles et al. 1996a), sugerindo que as alteragdes encontradas nos valores de CHCM e VCM
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na presente pesquisa ndo foi devido a exposi¢do inalatéria ao 2,4-D, visto que o estudo
anterior apresentou tempo de exposicdo maior, comparado ao do presente trabalho, e nao
observou diferenga nesses parametros.

Entretanto resultados controversos foram encontrados em um estudo com a
exposicdo subcronica oral (13 semanas) ao 2,4-D nas formas de 4cido, amina e éster,
misturados também na ragdo dos ratos, porém com doses maiores ao trabalho anterior: 0, 1,
15, 100 e 300 mg/kg/dia. Os resultados do estudo demonstraram que a maior dose de 2,4-D
(300 mg/kg) causou a reducao dos niveis de hemoglobina, plaquetas e leucocitos totais com
diferenca estatisticamente significativa comparado ao grupo controle nas trés formas de 2,4-D
(Charles et al. 1996b). Provavelmente a diferen¢a entre os resultados dos estudos esta
relacionada as doses utilizadas, sendo que a dose de 300 mg/kg ¢ considerada acima do
estabelecido, que para a exposic¢ao subcrdnica ¢ de 15 mg/kg/dia (EPA, 2005).

Wafa et al. (2017) também observaram que a exposi¢do subaguda oral (4
semanas) em doses média e alta ao 2,4-D causou diminui¢do dos niveis de hemoglobina no
sangue de ratos, comparado ao grupo controle. Esses autores avaliaram 4 grupos, expostos,
respectivamente, a 1 ml de agua destilada, 15, 75 e 150 mg/kg de 2,4-D, porém, diferente dos
estudos citados anteriormente, o 2,4-D foi diluido na 4gua que os ratos ingeriam diariamente e
ndo na dieta.

A principal diferenca encontrada entre os estudos citados e a presente pesquisa
esta no tipo de exposicdo, sendo inalatoria e oral, com isso os resultados sugerem que a
exposicao oral ao herbicida, quando administrado diretamente no alimento ou na 4gua em
doses maiores que as estabelecidas pela EPA (2005) podem ser mais agressivas aos
parametros hematoldgicos comparada a exposi¢@o inalatoria.

Geralmente a mucosa nasal ¢ a primeira a sofrer lesdes por substancias toxicas
inaladas, sendo um alvo potencial para contaminantes presentes no ar (Yorgancilar, Deveci e
Deveci 2012). Entretanto, essa relacdo nao foi observada na presente pesquisa, visto que a
exposi¢ao inalatdria ao 2,4-D em um periodo de 6 meses ndo causou inflamagdo da mucosa
nasal e aumento dos mastocitos comparado ao grupo controle.

Os mesmos resultados foram encontrados em relacdo ao infiltrado
inflamatorio/darea em um estudo com exposicdo aguda ao 2,4-D em camundongos nos
periodos de 24, 48, 72 e 192 horas. Ainda na mesma pesquisa ndo foram encontradas
diferencas da quantificacdo dos mastocitos dos grupos expostos ao 2,4-D comparados ao
grupo controle, unica diferenga encontrada para o grupo de alta concentracdao no intervalo de

tempo de 48 horas, comparado ao de 24 horas, porém sem diferenca quando comparado ao
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grupo exposto a 192 horas, demonstrando que o aumento dos mastocitos pode estar
relacionado a dose de exposicdo, e ndo ao tempo (Mello et al. 2018).

Uma revisdo de literatura, realizada por Ye et al. (2017), que avaliou a
associacdo entre a exposicdo a pesticidas e a saude respiratoria na populacdo geral
demonstrou que as exposi¢des a defensivos agricolas organofosforados, inseticidas piretroides
e pesticidas organoclorados foram associadas a funcdo pulmonar prejudicada, porém a
exposicdo ao herbicida 2,4-D ndo apresentou nenhuma associagdo prejudicial a saude
respiratoria, sugerindo que em doses ambientalmente relevantes o herbicida ndo ¢ toxico ao
sistema respiratorio inferior, o que poderia justificar os achados da presente pesquisa.

No estudo de Slager et al. (2009), o glifosato e o 2,4-D foram os herbicidas
mais correlacionados a rinite, associado apenas ao uso atual de ambos, € ndo ao uso pregresso.
Porém, esses autores avaliaram a presenca de rinite apenas pelos sintomas relatados pelos
trabalhadores e ndo por testes especificos. A rinite pode ser resultado de um resfriado ou de
uma doenga como a asma, o que nao foi considerado no estudo. Pensando nisso, outra
pesquisa realizada pelos mesmo autores, ao excluir os trabalhadores com sintomas de rinite
que apresentaram episddios de resfriado e/ou asma anteriormente, demonstrou que o 2,4-D
ndo apresentou associac¢ao significativa com a presencga de rinite (Slager et al. 2010).

Embora ndo encontramos diferenca em relacdo a quantificacdo de mastocitos
entre o grupo controle e os grupos expostos ao 2,4-D no presente trabalho, ndo podemos
descartar a hipdtese da associagcdo da exposi¢do inalatoria ao 2,4-D com a presenga de rinite,
visto que nao avaliamos os niveis de imunoglobulina E (IgE), que ¢ o desencadeante da
resposta inflamatoria na rinite, sendo considerado uma limitagdo do nosso estudo.

Nao foram encontrados na literatura dados sobre a influéncia da exposi¢ao
inalatoria cronica ao herbicida 2,4-D nos parametros hematologicos e sistema respiratorio,
somado a isso os resultados encontrados demonstram a necessidade de se ampliar as pesquisas
sobre a exposi¢do cronica, principalmente, para poder esclarecer os efeitos nocivos dos
defensivos agricolas.

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que o herbicida 2,4-D nao
demonstrou toxicidade aos parametros hematoldgicos e epitélio nasal de ratos Wistar apos
exposi¢ao cronica inalatoria, no periodo de 6 meses, quando comparados ao grupo controle,
em concentracdes equivalentes as aplicadas no uso agricola, o que corrobora com a
classificacdo toxicologica do 2,4-D, para exposicao inalatéria, realizada pela EPA (2005).

Além disso, foi possivel observar que os efeitos do herbicida ndo estdo associados a
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concentragdo exposta. O que nao descarta a possibilidade de causar alteragdes hematologicas

e respiratorias se expostos em um periodo de tempo maior que 6 meses.
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ANEXO B

NORMAS PARA PUBLICACAO - REVISTA ENVIRONMENTAL HEALTH
PERSPECTIVES
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RESEARCH ARTICLES

Research articles report original research results that are relevant to the relationship between
the environment and human health, and that make a substantial advance in the field. For
research articles involving animal subjects, authors must adhere to the ARRIVE (Animals in
Research: Reporting in Vivo Experiments) guidelines for reporting animal research (Kilkenny
et al. 2010; Tilson and Schroeder 2013). For observational research studies, EHPstrongly
recommends that authors consult an appropriate version of the STROBE (Strengthening the
Reporting of Observational Studies in Epidemiology) guidelines.

Suggested Length

Suggested length is < 7,000 words, excluding the text in the
abstract, references, tables, figure legends, acknowledgments, and Supplemental Material.

Title

The title should consist of < 300 characters and should state the subject of the paper and
include relevant information to help potential readers determine whether the paper might be
related to their interests or needs. Relevant information includes the exposure(s) and
outcome(s) assessed, and whether the study was observational or experimental. For
epidemiological studies, consider key characteristics of the study population (e.g., gender,
age, location, cohort) and design. For experimental studies, indicate the experimental model,
including species or in vitro system(s). The title should not be a declarative statement of the
study results or conclusions.

Abstract

Include a structured abstract of < 300 words using the following headings: Background,
Objectives, Methods, Results, Discussion.

The abstract should not include references or any information that does not appear in the text
of the manuscript. We recommend that authors indicate study names or sources of data that
are integral to the study. Summarize major findings in a balanced manner, rather than
focusing only on findings that support the study hypothesis.

Main Text Structure
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e Introduction
e Methods
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e Results

e Discussion

e References

e Tables

o Figure legends

Concise subheadings (< 8 words each) may be used to designate major topics within each of
these sections. Subheadings should be used to organize information, but should not
summarize or interpret results or conclusions. Do not exceed three levels of headings,
including the main headers.

Introduction

Provide background information to support the motivation for the study, and state the study
objectives or hypotheses. Specifically,

e Provide context for the study, including information on the exposures and outcomes
and why they are relevant to environmental health.
e Briefly review the literature to summarize current knowledge.
o Indicate whether the research was observational or experimental, and note key
characteristics of study populations or experimental models.
o Present a balanced review of the literature, and acknowledge inconsistencies,
rather than noting only findings that support the present study hypothesis.
o Identify knowledge gaps addressed by the current study.
e Provide a clear description of the study questions/hypotheses, aims, or objectives, and,
if appropriate, an overview of the approach used to address them.

Do not summarize study results or conclusions in the Introduction.

Methods

EHP requires complete methodological transparency—describe methods in enough detail to
ensure that the study could be repeated by other researchers in the same field (at least in
theory), and that it can be understood and interpreted by most EHP readers. Specifically,

e Thoroughly describe the methods used to generate all results reported in the
manuscript, including (as appropriate):
o Study design and population or experimental model
Methods to measure or estimate exposures
Outcome definitions and ascertainment or measurement
Assay methods and conditions
Justification of exposure and/or doses
Number of biological and/or technical replicates
Statistical analyses
Accession numbers (or “rs” numbers for SNPs)
Sensitivity and secondary analyses
All criteria used to interpret results
Key assumptions and limitations of the methods
Model numbers of all equipment used
Company name, catalog number, and lot numbers for all reagents used
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o Names/version numbers for data analysis software packages or macros
o If referring to previous publications for methods details, include a brief description of
the approach, key assumptions and limitations, and any deviations from previously
described methods.
e Do not report results unless relevant to explain the rationale for the approaches listed.

For research that involves animals, include all relevant details listed in the latest version of
the ARRIVE guidelines, and indicate that the protocol was approved by an institutional
animal care and use committee. Provide a rationale for the doses used, and indicate how they
compare with environmental exposures experienced by humans.

For research that involves human subjects, include all relevant details listed in an appropriate
version of the STROBE or other guidelines. Provide information about institutional review
board approval, and either describe informed consent protocols or explain why informed
consent was not required.

Results

Report all results on which study conclusions or inferences are based (in whole or in part),
including null findings and results of secondary or sensitivity analyses. Report results in full
in the main text or in supplemental tables or figures as appropriate (see "Supplemental
Material" for a list of materials that may be presented in this section). You may organize the
"Results" section using subheadings that describe the nature of the results, but do not use
declarative statements indicating your conclusions about the findings.

e Provide a clear and concise description of all findings without extrapolating beyond
the results being reported.

e Do not describe methods for the first time in the "Results" section.

e Report results of all analyses and experiments that are described in the manuscript,
including sensitivity analyses and secondary analyses, in full, either in the main text or
in Supplemental Material. Do not limit results to statistically significant results or
selected findings that support the study hypothesis.

e If p-values are used to interpret findings, report actual p-values for all results rather
than indicating ranges of p-values or statistical significance only.

e C(learly indicate the number of observations for each analysis or experiment, along
with information about missing data.

¢ Include an appropriate measure of precision or variation (e.g., standard errors, 95%
confidence intervals) with all summary estimates and estimates of effect.

e Although EHP encourages the use of supplemental tables or figures for secondary
findings (see "Supplemental Material" for details), present primary results in the main
text. This includes results that are mentioned repeatedly, are related to the primary
study aims, or are mentioned in the abstract or manuscript conclusions.

e Provide numeric data used to generate figures as supplemental tables whenever
possible.

Discussion

Begin with a brief overview of the main study findings.
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e Provide a review of the relevant literature and other information needed to put the
study findings into context.
e Provide a complete and balanced view of previous research, including findings that are
inconsistent with the hypothesis, results, or conclusions of the present study.
e Describe sources in sufficient detail to ensure that readers can assess the quality and
extent of the contribution, including:
o study type or design
o sample size
o population or experimental model
o specific exposures and outcomes
e Provide a frank discussion of study limitations.
e End with a summary of the key findings and their implications for the study
question/hypothesis, future research, and policy, as appropriate.
e Do not describe methods or results for the first time in the "Discussion" section.
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Data Sharing

Information about data sharing protocols, options for accessing data, and links to data
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may also provide links to data repositories in the “Methods™ or “Results” sections of their
manuscripts, as appropriate. As is standard practice, genomics data should be deposited into
an acceptable repository (e.g., the National Center for Biotechnology Information).
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